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L 1 invention, due a Hans Georg BATZ, Jurgen HORN, Klaus 
STKLLNER, Josef MAIER, Mictiael NELBOECK-HOCHSTETTER, Gunter 
WEIMANN, a pour objet de nouveaux derives, esters de 1 'hydroxy - 
succinimide, des precedes pour leur fabrication et leur utili- 
5 sation pour l'obtention de liaisons covalentes.de proteines, en 
particulier de proteines biologiquement actives, en vue de reali— 
ser la reticulation ou la fixation sur supports 

L'intergt apporte aux proteines a activite enzymatique, 
immobilisees et en particulier, liees a des supports, s'accroit 
10 constamment dans de nombreuses branches de la technique. On 
connalt deja, par exemple grace a la demande de brevet DT 
publiee apres examen DT-AS 21 28 7^-3 et la demande de brevet DT 
publiee avant examen DT-OS 22 6C 185, plusieurs procedes pour 
obtenir la liaison covalente de proteines avec des substances- 
^5 supports* Lesraisons les plus importantes de 1 1 interet apporte 
aux enzymes immobilisees sont la stabilisation ainsi provoquee 
de la substance biologiquement active, et la possibilite de la 
separer facilement des milieux reactionnels aqueux. 

Dans les procedes les plus anciens pour lier de fagon co- 
20 valente des proteines biologiquement actives, on utilise prin- 
cipalement 1 1 introduction de groupes activants dans la ma trice- 
support* Un inconvenient important de ces methodes reside dans 
les faibles rendements en activite attribues a une influence sur 
la configuration active de la proteine par suite du voisinage 
25 immediat de la ma trice-support* On a done cherche a eliminer 

cet inconvenient en intercalant entre la proteine et le support, 
des elements d'espacement ("spacer" ; forraateurs de pouts). 

Ces elements d'espacement derivent de composes formateurs 
de ponts, pour lesquels il s \3 git general ement de composes homo- 
50 ou heterodifonctionnels, presentant, d'une part, une fonction 
reactive avec la proteine en solution aqueuse, qui conduit a la 
formation d'une liaison covalente, et d f autre part, une autre 
fonction appropriee a la formation de la liaison avec le sup- 
port. Dans les. forraateurs de ponts homodif onctionnels, tels 
35 que le dialdehyde glutarique ou les diepoxydes, les deux grou- 
pes fonctionriels sont identiques. 

La proteine et le support reagissent par consequent en 
/m§me temps, .de sorte qu "• il se produit con jointement non seule- 
inent une reticulation de proteine, mais aussi une liaison avec 
AO le support. ^ Des^ precedes avantageux 0 s 'averent etre ceux- ou - 
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l'on opere en deux stades, avec liaison de la molecule du forma - 
teur de pont, tout dVabord avec la proteine ou avec le support, 
puis avec le support et eventuellement la proteine. Pour ce 
procede, les composes forraateurs de ponts heterodif one tionnels 
5 avec deux groupes fonctionnels differents, de reactivite dif- 
ferente, se montrent plus avantageux. 

II est connu, par ailleurs, d'effectuer tout d'abord, une 
adsorption, physiquement sur les surfaces de supports appropries, 
puis de realiser la fixation sur ces surfaces, par reticulation 

10 avec des forma teurs de ponts polyf onctionnels. 

Dans le cas de ce precede, on a constate que des composes 
differents formateurs de ponts, se comportaient tout a fait dif- 
feremment, suivant la proteine a lier, et suivant la substance- 
support a utiliser, et conduisaient a des resultats par trop 

15 differents. Dans la pratique, on devait done chercher, au moyen 
d f essais preliminaires , quelle etait dans chaque cas particu- 
lier, la substance generatrice de ponts la plus avantageuse. 
Dans certains cas, des formateurs de ponts se revelaient parti-, 
culierement appropries et, dans d'autrea cas, tota lenient insuf- 

20 fisants. Dans un grand nombre de cas, on n'est pas encore du 

tout parvenu a realiser une liaison covalente sa tisf aisante de 
proteines actives. II existe done actuellement , comme aupara- 
vant, une necessite de disposer de composes supplementaires 
formateurs de ponts fournissant une autre alternative de liai- 

25 son covalente de proteines biologiquement actives, et en parti- 
culier d • enzymes. Avant tout, il existe un besoin en composes 
formateurs de ponts, pouvant §tre homodif onctionnels ou betero- 
dif one tionnels, presentant des groupes fonctionnels reagissant 
particulierement rapidement et avec management avec les prote- 

50 ines, pour lesquels la distance entre les groupes fonctionnels 
est d'une grandeur telle que les variations de conformation de 
la proteine liee par le support soient largernent exclues et 
pour lesquels le "pont" reliant les deux groupes fonctionnels . 
puisse £tre modifie a volonte, eu egard a leurs proprietes hy- 

35 drophobes ou hydrophiles . L 1 invention a en consequence pour but 
de fournir de tels composes. 

Ce but est atteint grace aux derives, esters de I'hydroxy- 
succiniraide selon 1' invention, de formule generale I 
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- (CH 2 ) n - A m - CO-0-N 



7° 



- CH, 



CO - CH 2 

dans laquelle X represente un autre groupe ester carboxy- 
succinimide ou un radical de formule generale : 

- CO - NH - CH 2 - CH (OR 1 ) g II 

ou 

_ 0 - CO - C = CH~ III 



15 ou 



20 



50. 



55 



-CO - 0 - CH 2 - CH 2 -NH-C0-N(R') 2 



IV 



40 



A est un groupe - 0 -CH 2 - CH 2 - . , lorsque n est egal a 2 
et X est un autre groupe ester carboxysucciciimide et, sinon 
une liaison simple, 

n est un nombre entier ayant une valeur de 2 a 7, 

m est le nombre .1, 2, 3 ou 4, 

R est un a tome d'hydrogene, un groupe methyl e ou cyanure, et 
R 1 est un groupe methyl e ou ethyle. 

Suivant la nature du radical X, il s'agit de composes homo- 
dif onctionnels ou heterodif onctionnels. Par variation de m et n, 
il est possible d'obtenir "sur mesare", le degre determine vou- 
lu, d 'hydrophobie ou d ' hydrophilie du pont. Alors les proprietes 
hydrophobes augmentent lorsque n croit et les proprietes hydro- 
philes augmentent lorsque m cro£t. Lorsqu f on desire obtenir une 
reticulation des proteines, on utilise de preference les compo- 
ses homodif onctionnels selon 1* invention, et lorsqu'on recherche 
une liaison avec un produit-support solide ou liquide, on uti- 
lise par contre,' de preference, les composes heterof onctionnels 
dans lesquels X represente un radical de formule II, III ou IV. 
Si la liaison avec le support s'effectue alors -par copolymerisa- 
tion, les composes dans lesquels X correspond a la formule III, 
%tfnv^ ^ihyd^oxy- 
succinimide (radical HO-Su) reagit en solution aqueuse, de fa- 
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qon selective avec les amines et est done par ti culler em ent 
approprie pour la liaison covalente ties proteinets. 

Conformement a l 1 invention, la fabrication des nouveaux 
composes de formule generale I peut se faire : 
5 a) par transformation de 1' acide monocarboxylique on dicarboxy- 
lique servant de base a 1' ester de 1 f hydroxysuccin±niide, de fa- 
Qon en soi connue, en un derive reactif tel que le chlorure 
d'acide ou un anhydride mixte, et par reaction dn derive reac- 
tif, dans nn solvant organique, avec le N-hydroxy-succinimide, 
10 ou bien 

b) par condensation dudit acide monocarboxylique dicarboxy- 
lique, directement dans un solvant organique polaire, avec le 
N-hydroxy-succinimlde, en presence d'une quantite equimolaire 
' a ce dernier, de cyclchexylcarbodiimide* 

15 c) par reaction dudit acide monocarboxylique ou dicarboxylique, 
sous forme d'un sel alcalin, avec le methyl sulfonate de H- 
hydroxysuccinimide, en presence d'un compose "couronne" (compose 
complexe dans lequel un polyether macrocyclique forme un com- 
plexe avec un ion de metal alcalin) comme catalyseur- 

20 La fabrication des composes, par 1 1 interroediaire des anhy- 

drides mixtes dans des solvants organiques tels que,, par <exem- 
pie, le chlorure de methylene, le furanne, le dioxanne et ana- 
logues, s'est revelee, dans de nombreux cas, comme la methode 
la meilleure et la plus simple. De preference, on utilise, com- 

25 me derive acide reactif , l 1 anhydride mixte avec l'acide chloro- 
formique. Des substances solubles ou insolubles dans I'eau, so- 
ndes ou liquides, capables de reagir avec les groupes fonc- 
tionnels i?epresentes par X, conviennent comme substances-sup- 
ports, lors de 1 'utilisation des composes selon l 1 invent! cm, 

30 pour la fixation covalente des proteines. Des groupes capables 
de reagir sont, a cet effet, des groupes OH, des groupes amino, 
De preference, on utilise des sub stances- supports qui sont 
hydrophiles, facilement gonflables, largement exemptes de char- 
ges et stables' vis-a-vis des microorganismes • ^ 

35 Conformement a uue variante preferee du procede, les compo- 

ses selon 1' invention, lorsque X represente un radical de for- 
mule III, sont lies par copolymerisation avec un support, le- 
quel est prepare "in situ" par polymerisation de .monomeres ou d« 
melanges -de monomeres appropri es , ou encore, incorpores dans un 
support, directement par copolymerisation avec des comonomeres 

^° approprieso 
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Le monomere copolymerisable utilise dans ce mode de mise 
en oeuvre peut etre soluble dans l'eau on insoluble dans l'eau. 
Des monomeres solubles dans l'eau sont pre.f eres. lorsque le 
compose de couplage selon I'invention est amene a reagir, tout 
5 d'abord avec la proteine biologiquement active, et doit §tre 
fixe ensuite, en solution aqueuse homogene au. support qui est 
forme "in situ" par copolymerisation. Au lieu de cette methode, 
il est egalement possible d'operer suivant les method es de po- 
lymerisation en suspension ou en emulsion, le produit de cou- 

10 plage de la proteine et du compose de formule I selon l'inven- 
tion, se trouvant dans la phase aqueuse dispersee, et le mono- 
mere ou le melange de monomeres insolubles dans 1 1 eau represen- 
tant la phase dispersee. Comme comonomeres particulierement 
preferes, on mentionne des derives, solubles ou insolubles dans 

15 l'eau, de l'acide acrylique ou de l'acide methacrylique, comme 
par exemple, les amides, les nitriles et les esters de ces 
composes. Parmi les comonomeres solubles dans l f eau, l'acryla- 
mide est prefere. Des derives non solubles dans l'eau de l'a- 
cide acrylique ou de l'acide methacrylique, en particulier ceux 

20 qui sont substitues par des radicaux alcoyle, sont preferes 
lorsqu'ulterieureraent, la proteine liee au support doit §tre 
utilisee non pas dans d.es systemes purement aqueux, mais dans 
un milieu organique aqueux- ^autres monomeres appropries deri- 
vent par exemple de I'acide maleique ou fumarique. Les mono- 

25 meres utilisables ne sont toutefois pas limites aux composes 
ci-dessus indiques a titre d 1 exemple . 

Comme monomeres, on peut egalement utiliser des pre- 
polymerisats renfermant des groupes copolymerisables encore 
non satures. 

30 Afin de regler les proprietes physiques dans le cas de 

tels supports prepares par copolymerisation, on ajoute avanta- 
geusement des agents reticulants appropries, en quantites cor- 
respondantes. Comme exemples de tels reticulants, on mentionne 
des composes ayant au moin^ieux groupes copolymerisables, tels 

35 que le. N,N'-methylene-bis-acrylamide et le diacrylate d'ethy- 

ldne. On peut toutefois egalemenb utiliser des reticulants agis- 
sant de facon radicalaire, par exemple certains peroxydes or- 
ganiques. 

Lorsqu'on effectue la polymerisation en phase heterogone , 
zi5' : ^T' siv^^ou s Torm ef de pollynmr i sa tion en -sws«pens ion . om en . ... 
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emulsion, par exemple des reticulants insolubles dans 3 ! eau, 
tels que le divinylbenzene et le metha cryla te d 1 ethylene" convien- 
nent. De nombreux autres reticulants sont connus de l'homme de 
l'Art et le choix approprie se fait dans chaque cas, dans le 
5 domaine commercial specialise* II est toutefois egalement pos- 
sible d 1 introduire des reticulants, seulement ult erieurement 
et d'effectuer la reticulation, une fois que la fabrication du 
support polymere et la liaison avec la proteine active sont de- 
ja realisees. 

iO I'on renonce a une reticulation du polymere forme, on 

obtient des ma teriaux-supports solubles ou thermoplastiques. 
Ceux-ci peuvent etre utilises pour donner des solutions fila- 
bles ou extrudables, a partir desquelles on peut obtenir, sui- 
vant des methodes en soi connues, les proteines liees au sup- 
port, pax* exemple sous forme de fils ou de feuilles. 

Pour former la liaison avec des substances-supports ren- 
fermant des groupes hydroxy, il convient d'utiliser en particu- 
lier des composes de formula generale I, dans lesquels X est 
un radical de formule IV. Ce radical forme par chauffage a 
20 environ 100°C, dans des solvants organiques tels que le dime- 
thylsulf oxyde par exemple, avec elimination de diethylamine , 
l'isocyanate correspondant de formule IVa : 

- N = G = 0 

lequel reagit a 0°C avec des groupes hydroxy. Dans ces condi- 
tions, le groupe ester de 1 1 hydroxysuccinimide (ester "OSu") 
ne reagit pas encore, de sorte qu'une reaction selective des 
deux groupes fonctionnels de la molecule est possible par 
transformation dans les conditions appropriees a chaque cas. 

Les composes de formule generale I, dans laquelle X re- 
presente un groupe de formule generale II, sent tout d'abord 
amenes a reagir, par 1 1 intermedia ire du radical "HOSu", avec 
une substance de faible pbids moleculaire ou de haut poids mo- 
leculaire renfermant des groupes amines, puis amenes encore a 
reagir, en solution aqueuse acide faible. Dans ces conditions, 
il se forme, a partir de l'acetal, I'aldehyde libre, lequel 
reagit ulterieurement de fagon connue de l'homme de l'Art, par 
exemple avec des groupes amines, avec formation d'une base de 
Schiff^ laquelle est ensuite reduite, avec formation d'une 
liaison covalente, par exemple avec le borohydrure de sodium, 



25 



50 
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ou par reaction analogue avec des derives d 1 hydroxy la mine, 
d 1 hydra zine ou de semicarbazide. 

Comme supports, on peut utiliser par ailleurs, des substan- 
ces solides ne presentant a ucun emplacement apte a reagir avec 
5 les groupes fonctionnels des composes selon 1' invention* Dans 
de tels cas, les composes selon l'invention sont utilises comme 

reticulants. A cet effet, la proteine active est avantageusement 

exemple par 

amenee & la surface du corps-support, par/adsorption, enduction 
par une solution de proteine ou analogue, puis l'accrochage est 

10 effectue sur cette surface, par reticulation avec un compose 

selon l f invention, en utilisant a cet effet, de preference les 
derives homodif onctionnels, par consequent les derives dans 
lesquels X represente un autre groupe ester de carboxysuccinimi- 
de, des composes dans lesquels X correspond a la formule IV pou- 

15 vant toutefois §tre egalement utilises pour la reticulation* 

Suivant un autre mode de mise en oeuvre prefere de 1' appli- 
cation, selon l'invention, des nouveaux composes, on fait reagir 
la proteine biologiquement active, aussi bien avec un compose 
homodifonctionnel, qu'avec un compose heterodif onctionnel de 

20 formule I. Par exemple, on fait reagir la proteine, tout 

d'abord avec un compose dans lequel X est un groupe de formule 
genera le III. Ceci conduit a l 1 introduction de restes copoly- 
meri sables. Ensuite, on ajoute un compose reticulable, de pre- 
ference in compose homodifonctionnel, dans lequel X represente 

25 par consequent un autre groupe ester de carboxysuccinimide. Ce- 
ci conduit a une reticulation, c'est-a-dire a 1 'association de 
plusieurs molecules entre elles. Ce modele complexe comprenant 
plusieurs unites de proteines peut Stre fixe sur un support, 
comme precedemment decrit, au moyen de radicaux copolymerisa- 

30 bles qui y sont a ccroches, suivant les raethodes precitees de 

copolymerisation de proteines. De mgme, il est egalement possi- 
ble d'introduire suivant cette methode t a la place d'un groupe 
copolymerisable, un groupe de formule II ou IV et . d ' ef f ectuer 
la liaison avec un support prealablement forme. 

35 Suivant une autre variante, la proteine est d'abord reti- 

culee avec liaison de plusieurs molecules de proteines entre 
elles, puis l'on effectue seulement apres, 1 1 immobilisation 
sur un support, avec le meme ou un autre compose de formule I. 
Des proteines biologiquement actives, pouvant §tre liees 

*Q par covalence avec les composes selon I'invention, sont des 




proteines a activite enzymatique, rles proteines a activite im— 
munologique, telles que les anticorps, 1 1 immunoglobulins et 
analogues, ainsi que des proteines a activite hormonale. 

Les nouveaux composes selon 1' invention sont remarquables 
5 par leur aptitude regctionnelle vis-a-vis des proteines, ce qui 
permet d'aboutir, en solution aqueuse ou organo. — aqueuse, a la 
formation de liaisons covalentes, tout en conservant dans une 
large mesure, 1 'activite biologique, ainsi que par leur aptitude 
reactionnelle avec des doubles liaisons copolymerisables, des 
10 groupes hydroxy et des groupes . amino , et d'autres groupes ac- 
tifs qui se trouvent sur des substances-supports pour les pro- 
teines, Un autre avantage de ces esters est leur bonre aptitude 
a cristalliser, ce qui permet de les isoler facilement sous 
forme pure. 

1^ lis sont en mesure.de former avec de tels supports, des 

liaisons covalentes, dans des conditions dans lesquelles l'ac- 
tivite biologique des proteines reste obtenue. En outre, ils 
peuvent Stre facilement modifies a volonte quant a leurs pro- 
prietes hydrophiles ou hydrophobes. Par exemple, les esters de 

20 bis-hydroxysuccinimides symetriques peuvent §tre ajoutes en 

quantites appropries dans chaque cas a la solution d'une pro- 
teine, dans un tampon faiblement alcalin. Les proteines reticu- 
lees, biologiquement actives, ainsi obtenues peuvent Stre, soit 
separees, par exemple par dialyse, ultra-filtration et analo- 

25 gues, detachees l'une de l 1 autre, par exemple par chroma togra- 
phie sur gel, soit amenees a reagir, par exemple, par liaison a 
un support ou polymerisation unique en un tel support • Les 
composes selon l'invention, derives de 1 1 ethyl eneglycol sont 
superieurs, en raison de leur caractere hydrophile, aux esters . 

30 simples d'acides dicarboxyliques-hydrcxysuccinimide. Par suite 
de leur meilleure solubilite dans l'eau, ils reagissent plus ra- 
pidement et la denaturation de la proteine biologiquement active 
est reprimee* 

Dans les composes disymetriques (heterodif onctionnels) , il 
35 es *t possible par exemple, de transformer le groupe amidoacetal- 
dehydeacetal , apres couplage du groupe hydroxysuccinimide avec 
une proteine, par acidification, en I'aldehyde libre, lequel est 
alors amene a reagir, comme precedemment decrit, avec une autre 
substance renfermant des groupes amines. 
40 On peut done associer, par exemple, aussi bien deux enzymes 
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differentes entre elles, ou une enzyme a l'albumine, ou un 
antigene a l'albumine de serum de bovide, ou a ua acide polyamine 
tel que la polylysine. 

Les composes renfermaut une double liaison copolymerisable 
^ peuvent etre utilises par exemple suivant les methodes decrites 
dans la demande de brevet publiee apres examen DT-AS 21 30 9^3 
ou la demande de brevet publiee avant examen DT-OS 21 28 74-3, 
pour la copolymerisation de proteines. De mane, il est possible 
de soumetfcre ces composes, en premier lieu a une copolymerisa- 

10 tion, ce qui conduit a la formation, suivant le choix du como- 
nomere, a des copolymeres plus ou moins bien solubles dans 
l'eau. Les proteines peuv.ent alors etre liees a ces copolymeres 
preparables avec des poids moleculaires quelconques, par l 1 in- 
termediate du groupe ester d 'hydroxy sue cinimide. 

15 Les exemples suivant s, non limitatifs, serve nt a illustrer 

1* invention. 

1. Ethylene Rlycol-bis-propionlate de bis-hydroxysuccinimide . 

A une solution de 10,3 g d' acide ethyleneglycol-bis-pro- 
pionique (prepare selon R.V. Christian et R-H. Hixon, J- Amer. 
20 Chem. Soc. 7£ (1948), 1333, tt>c. No 12916) et de 12,6 g de 

N-hydroxysuccinimide dans 150 ml de tetrahydrof uranne absolu, 
on introduit goufrte a goutte, sous agitation et ref roidissement 
a la glace, pendant 1 heure, une solution de tetrahydbrof urannl- 
que de 22^7 g de diocyclohexylcarbodiimide. On agite la solu- 

25 tion pendant 18 heures a temperature ambiante. On ajoute ensuite 
0,3 ml d'acide acetique. Apres une heure supplement aire, on 
ajoute 150 ml d'acetate d'ethyle absolu, puis on filtre pour 
separer la dicyclohexyluree precipitee. On concentre le filtrat 
d'un tiers, on lave a l'eau, au bicarbonate et de nouveau a 

30 l'eau, on seche sur sulfate de sodium et I 1 on concentre. On 
reprend le produit par 1 'acetonitrile, on laisse reposer 
24 heures a +4°C, puis on separe par filtration l'uree de nou- 
veau precipitee, et l f on concentre de nouveau. A partir de 
1'h.uile residuelle, le produit indique au titre de cet exemple 

35 cristallise, apres avoir laisse reposer pendant plusieurs 

jours a +4°C. Ce produit est recristallise dans de l'acetate 
d 1 ethyle. 
Rendement : 25% 
Point de fusion : 115°C 
' - « 40 O^H^qN 2 Oyo (400, 35) Calcule * : ^ 0 ^.47^,99 H ,5,04 U 6,99. 
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Trouve : C 47,95 H 5,04 N 6,87 
2„ De fa c;on analogue a 1' example 1, on prepare 1 ' oxy-bis- 
pr op i onia t e d 1 hydroxy sue c inimid e . 
Rendement : 30% 
5 Point de fusion : 131°C. 

3- Dimethylacetal de l'acide oxysuccininidogiutarique^amino- 
acetaldehyde . 

A une solution de 11,4 g d 'anhydride glutarique dans 100 ml 
de tetrahydrofuranne, on a joute goutte a goutte, en meme temps, 
10 10,1 g de trie thiamine et 13,2 g de dimethylacetal de l'amino- 
acetaldehyde et l'on agite ensuite pendant encore 30 minutes, 
la solution formee est refroidie a +5°C et additionnee lentement 
de 9,5 ml de chlorof ormia te d'ethyle. On maintient le melange 
encore 30 minutes a -5°C. On ajoute ensuite, goutte a goutte, 
15 a 0°C, en meme temps, 11,5 g d 'hydroxy sue cinimide et 14,0 ml 

de triethylamine. Apres un temps de reaction de 5 heures a + 25°C 
on f iltre pour separer le chlorure de triethylammoniuin precipi- ' 
te, on concentre, on -reprend dans de l 1 acetate d'ethyle, on 
lave a I'eau, au bicarbonate et de nouveau a I'eau, on seche 
20 sur sulfate de sodium et l'on concentre. Le produit indique au 
titre de cet exemple est recristallise a partir de l'acetate 
d 1 ethyl e chaud* 
Rendement : 45% 
Point de fusion : 70°C 
25 C 15 H 20 N 2 0 ? (316,3) Calcule : C 49,60 H 6,38 N 8,35 

Trouve : C 49,34 H 6,37 N 8,81 
4. Kethacrylolyl-w-hydroxycarboxyla tes d' oxysucciniiaide . 

Les a cides methacrylolyl-w-oxycarboxyliques sont prepares 
de fa<jon analogue au precede decrit dans "Hakromol. Chem.", 
50 176, 3017 (1973)- Dans un ballon a trois tubulures .de 500 ml, 
on place 0,1 mole de l'acide metha crylolyl-hydroxylicue choisi 
et 0,11 mole de N-hydroxysuccinimide dans un melange de chlorure 
de methylene absolu et de tetrahydrofuranne absolu, et l'on re- 
froidit au bain de glace a +5°0. On ajoute ensuite goutte a 
^5 goutte, sous agitation, une solution de 0,11 mole de dicyclo- 
hexylcarbodiimide dissous dans 50 ml de chlorure de methylene 
absolu. On agite encore pendant environ 12 heures, la tempera- 
ture monte alors a + 25°G. On separe par filtration la dicyclo- 

hexyl-uree precipitee et l'on concentre le filtrat. L'huile for- 

40 * * 

mee est recueillie dans 1 * acetomtrile et on laisse reposer 
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plusieurs heures dans 1 1 armoire f igorifique. On separe' l'uree 

nouvellement precipitee et 1 1 on evapore 1 •acetonitrile. Le pro 

duit est ainsi obtenu sous forme d'une huile. 

5- N~2~hydjoxyethyl-N t ,N y ~diniethylxiJ?ee-succin3te d'hydroxy- 

succinimide . 

On dissout 15,2 g de N-2-hyd3?oxyethyl-N t ,N f -dimethyluree 
dans du THF absolu. On ajoute ensuite, goufcte a goutte, 2,4 g 
d'une suspension d^ydrure de sodium, en I'espace d*a peine 
5 minutes. On agite a temperature ambiante jusqu'a la fin du 
degagement d'hydrogene et l'on ajoute 10 g d'anhydride succini 
que. Apres nouvelle agitation pendant 24 heures, on concentre 
et l'on ajoute de l ! eau. Apres la fin du degagement de on 
separe les fractions organiques, on acidifie la solution et 
l T on extra it avec du chlorure de methylene. La phase organique 
est sechee et concentree, ce qui laisse une huile residuelle 
jaune clair. 

Rendement : 53% de la theorie. 

A partir de cet acide, on prepare 1* ester a vec .1* hydroxy- 
succinimide de fa^on analogue a l^xemple 4. 

Eendement : 55% de la theorie ; point de fusion : 97 - 98°C. 

Analyse : C H N 

calcule : 47,5 5,8 12,8 

Trouve : 47,5 5,& . 12,8 

Par chauffage a environ 1CC°C dans le dimethyl sulfoxyde, 

on separe la diethyla mine, avec formation de l'isocyanate cor- 

responda nt . 

Exemples d 1 application . 

6. Stabilisation de la trypsine -par reticulati on avec diffe- 
rent s composes symetriques bif onctionnels * 
a) Essai comparatif. 

On fait reagir la trypsine, dans un premier essai, avec 
l'aldehyde glutarique et, dans un second essai, avec le chlo- 
rhydrate du bis-imido ester de l f acide suberique, et l'on compa 
re la chute d'activite de la trypsine ainsi reticulee, avec 
celle de la trypsine libre. On a joute pour chaque fraction de 
50 mg de trypsine dans 25 ml d'eau distillee, 2 /iM de la 
substance reticulante dissoute dans un tampon au phosphate 
0,05 K (pH 7,5) et l'on agite a temperature ambiante. Au bout 
de 20 heures, I'activite de la trypsine libre ainsi que celle 
de la tr^sine^^ glutarique tombe. a 
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15% de l f activite initiale. A u bout de 50 heures, i'activite 
tombe a 0 pour les trois essais. La trypsine reticulee avec le 
chlorhydrate de bis-imidoester de l'acide suberique presente, 
apres 20 heures, encore 50%, apres 50 heures, encore 50% et 
5 apres 100 heures, encore 20% de I'activite initiale* 

L'essai est repete avec les esters selon 1* invention des 
exemples 2 et 3. Au bout de 20 heures, I'activite avec le compo- 
se de l'exemple 3 atteint encore 85%, et avec celui de I'exem- 
ple 4, encore 50%. Au bout de 50 heures, I'activite de la tryp- 

-10 sine reticulee avec le compose de l'exemple 2 atteint 43%, et 
27% avec le compose de l'exemple 3- Au bout de 100 heures, on 
mesure encore une activite de 25% avec le compose de l'exemple 
2. Cet exemple montre la superiority des composes selon 1' inven- 
tion par rapport aux agents de reticulation connus. 

15 7. Stabilisation de 1'acylase du rein par reticula tion . 

L' activite de 1'acylase du rein en tampon phosphate 0,1 H 
(pH 4) s'abaisse a la valeur O, malgre un refroidissement a 
4°C, en 1'espace de 3 a 5 jours. Si par contre on a a out e le 
compose de l'exemple 1 ou du suberate de bis-hydroxysuccinimide 

20 (prepare de fason analogue a l'exemple 1), il se produit une 
chute initiale d 'activite de 70 a 50%. Cette activite durable 
a ete controlee pendant 2 mois et demeura constate durant cette 
periode* Ce resultat a ete constamment obtenu en faisant varier 
le rapport molaire proteine /ester entre 1:1 et 1:8. 

25 Un essai comparatif avec utilisation de dialdehyde gluta- 

rique a la place du bis-ester selon 1' invention, n'a conduit 
a aucune stabilisation. 

8. Immobilisation de I'acylase du rein par copol ymerisation. 

On dissout 1000 mg d'aminoacylase (lyophilisat) , activite 
30 specifique t 17,0 U/rag, dans 25,0 ml de tampon Tris, pH 8,3 9 
1 M, a +4°C. On y ajoute 2,5 ml d'une solution de 30,7 mg de 
methacrylhydroxycapronate d f hydroxysuccinimide, exemple 4, 
dans le dioxanne. 

Temps de reaction : 12 heures ; temperature : +4°C, 
35 On dissout 6 g d f acrylamide , 0,5 g de N, N ' —methylene— bis— 

acrylamide et 0,6 ml d'une solution de CoCl 2 a 1% dans 22 ml 
du tampon Tris precite. Apres addition de la solution vinylee 
de 1'enzyme, on demarre. la polymerisation avec 1,5 ml d'une 
solution de peroxodisulf a te d' ammonium a 5% et de 3-dimethyl- 
40 aminopropionitrile a 5%- 



BNSDOCID: <FR 2358394A1 .l_> 



15 235839 '* 

Le gel forme est presse a travers un tamis (ouverture de 
maille 0,4 mm) et elue sur colonne avec un tampon phosphate 1 M, 
pH 7,5. 

1er eluat : 2 1. de tampon 1,88% d'activite dans 1' eluat 
5 activite. specif ique sur le gel 

193,1 U/g 

2eme eluat: 2 1. de tampon 1,88% d^activite dans l'eluat 

activite specif ique sur le gel 
193,1 U/g 

10 Rendement en l 1 activite : 6,9%. 

L'exemple a ete repete en utilisant le chlorure acryloyle 
a la place du compose selon 1* invention. Aucune activite n'a 
pu etre liee au support* 

9- Immobilisation de la glucoseoxydase (GOD) par reaction en 
15 deux stades avec les composes selon I 1 invention et copolymeri- 
sation subsequente * 

Comme decrit dans l'exemple 8, on incube prealablement 
la GOD d'une activite specif ique d' environ 210 U/mg avec le 
compose de l'exemple 4-, puis on ajoute une-ipetite quantite de 
20 compose de l'exemple 1. On laisse ensuite reppser 24- heures 

et I'on effectue ulterieurement la copolymerisation comme de- 
crit dans l'exemple 8. 

Dans le gel dbtenu, on a me cure une activite de 290 TJ/g. 
I^n repetant cet essai, avec utilisation de chlorure aery— 
25 loyle a la place des composes de 1' invention, • on obtient une 
activite de 235 U/g. 

10. Coupla^e de l'angiotensine au RSA (albumine du serum de 
bovin) . 

On dissout 25 mg d ' angiotensine dans. 10 ml de dioxanne/ 
30 eau (1:1) et l'on ajoute une solution de 6 mg de compose de 

l'exemple 4 dans le dioxanne. On amene ensuite le pH a 8,0 par 
addition d'une solution de K^CO^ a 5% et l'on agite pendant . 
2 jours a temperature ambiante. On precipite le produit par 
addition de tetrahydrofuranne, on separe par centrif ugation 
35 et on lyophilise. 

Rendement : 19,6 rag. 

On amene a pH 4 les 19,6 mg de ce produit intermedia ire 
et l'on agite pendant 1 heure. On a juste ensuite le pH de nou- 
veau a 8,0 et l'on additionne la solution de 16,6 mg de RSA. 
Apres .-agitation pendant 1 heure, on ajoute 1 mg de borohydrure 
^ de sbdiumv-^pres*' 20 minutes supplemen4>airreS',- on a joute encore . 
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I mg« Apres 60 minutes supplemen taires, la reaction est terminee- 
La solution est concentree, reprise dans l'ebhanol absolu, Til- 
tree, additionnee d f eau et dialysee 4 jours. A partir du dialy- 
sat, on obtient 24,1 mg de lyophilisat. II en resulte qu'au 
moins 24 molecules d f angiotensine sont couplees avec 1 molecule 
de RSA* 

II • Copolymerisation du methacryloyl-hydroxycarboxyla te d f hydroxy - 
succinimide avec le methacrylamide . 

On prepare une solution exempte d'oxygene (1 mole/din^) des 
deux monomeres dans le t etrahydrof uranne absolu* (rapport de 
monomere ester : amide = 1:5). La polymerisation s'effectue par 
addition de 0,8% (mole/mole) d'AIBN (dinitrile de I'acide azo- 
isobutyrique) a 58°G. A u bout de 4- heures, la polymerisation 
est interrompue par refroidissement (inmersion dans un bain de 
glace) et I'on separe, par essorage, le polymere precipite. On 
redissout dans l'eau et on reprecipite en versant goutte a 
goutte dans 1' acetone. 

Corame il va de soi et comme il resulte d f ailleurs deja de 
ce qui precede, 1' invention ne se limite nullement a ceux de 
ses modes d 1 application et de realisation qui ont ete plus spe- 
cialement envisages ; elle en embrasse, au contraice, toutes 
les variantes. 
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REVETOICATIONS 
1. Derives esters de 1* hydro xysuccinimide de formule ge- 
nerale (I) 

CO - CH 2 



X - (CH 0 ) -A — CO-O-N 



CO - CH 2 



dans la quelle X represents un. autre groupe ester carboxysuccini- 
que, ou un radical de formule genera le : 

-CO - NH - CHg - CH (0E») 2 11 
ou : 

_ O - CO - C = CH~ III 



OU 



- co - o - ca 2 - ch 2 - m - co - n (R") 2 



IV 



A est un groupe - O - CHg - CH 2 - , lorsque n est egal a 2 et X 
est un autre groupe ester carboxysuccinimide , et sinon une 
liaison simple, 

n est un nombre entier ayant une valeur de 2 a 7 
m est le nombre 1, 2 f 3 ou 4, 
25 H est un atome d 'liydrogene ,iin groupe methyle ou cyanure, et 
R 1 est un groupe methyle ou ethyle. 

2, Procede de fabrication d f un compose de formule gene- 
rale I, caracterise par le fait que 1 ' on transforme l'acide 
mono- ou di-carboxylique servant de base a l 1 ester d'hydroxy- 
succinimide, de fagon en soi conaue, en un derive reactif tel 
que le chlorure d'acide ou un anhydride mixte et en ce que l f on 
fait reagir ce derive reactif avec le N-hydroxysuccinimide 
dans un solvant organique. 

3. Procede de fabrication d'iin compose de formule genera - 
le I, caracterise par le fait' que l f on condense directement , 
dans un solvant organique polaire, l'acide mono- ou di-carboxy- 
lique servant de base a l f ester d'hydroxysuccinimide, avec le 
N-hydroxysuccinimide, en presence d f une quantite equimoleculaire 
a ce dernier de cyciohexylcarbodiimide. 

4X3 Procede de fabrication d'un compose de formule genera le 

I, caracterise par le fait que i 1 on fait reagir l'acide mono- 
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ou di-carboxylique servant de "base a I 1 ester d 9 hydro:cysuccitiimide, 
sous forme de sel alcalin, avec le methyl su If onat e de N-hydroxy- 
succinimide en presence d'un compose "couronne" conune cataly- 
seur. 

5 5* Procede selon la revendica tion 2, caracterise en ce 

qu'on prepare comme derive d'acide reactif, 1 'anhydride mixte 
avec I'acide chlorof ormique. 

6. Application d'un compose selon la revendication 1, a 
la liaison de proteines biologiquement actives, entre elles et/ 
10 ou a des substances-supports liquides ou solides. 
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